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RESUMEN

ABSTRACT

La enfermedad de la mancha verde del tabaco (Nicotiana tabacum L.),
de origen desconocido, es responsable de considerables pérdidas en
las hojas para el tabaco torcido y para las capas que se comercializan;
por lo tanto, el objetivo de este trabajo es mostrar que la apariciéon de
la enfermedad de la mancha verde esta relacionada con los fungicidas
compuestos por manganeso (Mn) y zinc (Zn), como en el caso del
mancozeb y con las caracteristicas morfoldgicas de cada variedad. El
mayor nimero de hojas manchadas apareci6é en los niveles medio e
inferior de las plantas tratadas y no se observaron manchas en las no
tratadas. Las hojas hervidas de plantas sin aplicacién tomaron un
color oscuro tipico de la feofitina, mientras que las hojas tratadas
presentaron tonalidades verdes. Las manchas aparecieron en las par-
tes de las hojas donde la concentracion de Mn era la misma o mayor
que el magnesio (Mg). La enfermedad fue evidente solo en las plantas
tratadas, lo que demuestra que la causa de la mancha verde del tabaco
esta dada por la acumulacién de Mn en las regiones del limbo; o sea,
tiene lugar un exceso de Mn por encima de las concentraciones mini-
mas permisibles y una sustituciéon del Mg por el Mn en las moléculas
de la clorofila. La variedad Habana 2000 resulté ser la méas suscepti-
ble y la de mas bajo indice de esclerofilia, mientras Criollo 98 fue la
mas tolerante y de mayor indice de esclerofilia, caracteristicas que se
relacionan directamente con la incidencia de la mancha. El estrato
foliar superior fue el menos afectado
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Tobacco green spot disease, of unknown origin, is responsible of
considerable losses in leaves for twisted tobacco and layers for mar-
keting, in that way it was realized a research work to show that
appearance of green spot disease is related with fungicides composed
by Mn and Zn, like mancozeb, and to morphologic characteristics of
tobacco varieties too. The highest number of spotted leaves appeared
in middle and low levels of treated plants, and there were no spot in
non-treated plants. Non-treated boiled leaves got the typical brown
color of feofitine, while treated leave presented green tonalities. Spots
appear in leaf parts where Mn concentration was the same or bigger
than Mg concentration. The disease was evident only in treated plants,
showing that the cause of tobacco green spot is due to Mn accumulation
in leaf limb regions, that is an excess of Mn above minimum
concentrations takes place, as well as, a replacement by Mg in the
chlorophyll molecules. "Havana 2000 variety was the most suscepti-
ble and showed the lowest sclerophyllous rate, while, Criollo-98 variety
was more tolerant and presented the highest sclerophyllous rate which
are characteristics closely related with the spot incidence. The supe-
rior leaf stratum was the least affected one.
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INTRODUCCION

Eutre los mecanismos que explican la declinacién de
la fotosintesis en las plantas estan el dafio peroxidativo
de las funciones de la membrana del tilacoide —que re-
percute sobre la actividad fotoquimica de los
fotosistemas I y II de los cloroplastos—, el decrecimien-
to de la actividad de las enzimas fotosintéticas por los
productos de la polifenoloxidacién y la disminucién en
la actividad de carboxilacién de la ribulosa 1-5 bifosfato
carboxilasa/oxigenasa (rubisco) [Kitao et al., 1997a;
1998], observados en hojas de plantas de trigo y taba-
co, con la aplicacion de alta concentracién de Mn.

Segun Jordan y Ogren (1981), la sustitucién del Mg por
el Mn puede ocurrir, dado el cambio de las propiedades
de la enzima rubisco, donde es posible con adiccién de
Mn ocasionar el remplazo del Mg de tal enzima por Mn y
formar la rubisco Mn, con lo cual tiene una mayor pro-
porcién de actividad oxigenasa que carboxilasa. Por su
parte, Pequefio (1964) reporté que en condiciones artifi-
ciales, al afiadir acetato de cobre (Cu) y zinc (Zn) a hojas
fotosintéticamente activas y mediante calentamiento, se
origina una modificacién en la estructura de la clorofila,
los protones de hidrégeno pueden sustituir temporal-
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mente al Mg de la clorofila (formacién de fofitina),
solo que el sitio que le correspondia al Mg es ocupado
por el Cuo el Zny toma un color verde azulado. Ade-
mas, se ha observado que la tasa fotosintética de ho-
jas jovenes de tabaco Burley disminuyé hasta 60%
en comparacion con el control, con altos tratamientos
de Mn cuando este aument6 a 5 mg.g™' de peso seco

(PS) [Nable et al., 1988].

El objetivo de este trabajo fue demostrar que la apari-
cién de la mancha verde se relaciona con los fungicidas
compuestos por Mn y Zn, componentes del fungicida
mancozeb 80% PH, y que las caracteristicas mor-
folégicas inherentes a cada variedad inciden en su sus-

ceptibilidad.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevé a cabo en los laboratorios de
la Universidad Central de Villa Clara, con plantas pro-
cedentes de las CCS El Vaquerito, en Santa Clara, de
enero a junio del 2002. Se realizaron dos experimentos
sobre suelo pardo con carbonatos con disefios de blo-
ques al azar y cuatro réplicas, uno para evaluar el efec-
to del fungicida a base de Mn y Zn, y otro para valorar
la sensibilidad varietal.

1. Estudio del efecto de la aplicacion del fungicida
mancozeb 80% PH en la aparicion de la mancha verde

Se evalu6 un tratamiento con aplicaciéon de fungicida
mancozeb 80% PH ala dosis de 3 kg.ha™ [MINAGRI,
1999] y otro sin aplicacion de fungicida (testigo abso-
luto) sobre la variedad de tabaco Habana 2000. Se de-
terminé el niimero de hojas con manchas verdes (NHM)
por estrato foliar, clasificadas con respecto al grado de
afectacion segtin una escala de patrén de colores elabo-
rada al efecto, con la siguiente gradologia:

0: No presencia de mancha.
1: Manchado ligero.
2: Manchado medio.
3: Manchado fuerte.

De las hojas se extrajeron las areas manchadas con los
diferentes grados y se determiné la concentracion de
microelementos (Mg, Mn, Zn y Cu), para lo cual se uti-
liz6 un espectrofotéometro de absorcién atémica marca

SP-9 Pye Unican.

Hojas verdes de ambos tratamientos se cocieron en agua
destilada a temperaturas entre 80 y 100°C para favore-
cer la ruptura de las membranas y facilitar la penetra-
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cion del protén H', proveniente de la ionizacién de los
acidos organicos de la vacuola, al cloroplasto. Se deter-
miné el pH del jugo vacuolar en la disolucién por medio
de un conductimetro-pH metro INOLAB, Level 1, de

fabricacién alemana.

2. Estudio del comportamiento varietal con aplicacion

del fungicida mancozeb 80% PH a 3 kg.ha™

Se utilizaron las variedades Habana 2000, Criollo 98 y
Corojo 99. Las plantas por evaluar se subdividieron en
tres niveles foliares de acuerdo con la selecciéon de pro-
duccién: inferior (libre pie y uno medio), medio (pri-
mery segundo centro ligeros) y superior (primer y se-
gundo centro fino), y en ellos se determiné el nimero
de hojas con manchas verdes por nivel. En total se eva-
luaron 36 hojas por planta y 12 hojas por nivel.

El area foliar (AL) se determiné por la férmula:
AL=3 (Ixa)xf
donde:

I: Longitud de la hoja
a: Ancho de la hoja
f: Coeficiente de area foliar para el tabaco (f = 0,70)

Elindice de esclerofilia (/ E) o masa seca (MS) por uni-
dad de area del limbo (A L) se determiné por variedad
y estratos a través del método del coeficiente de area
foliar, y se calculé mediante la ecuacién:

IE = PS/AL
donde:

PS: Peso seco del limbo (g)
AL: Unidad de area del limbo (dm?)

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Estudio del efecto de la aplicacion del fungicida
mancozeb 80% PH en la aparicion de la mancha verde

Con aplicaciones del fungicida cada siete dias se pre-
sentaron las mayores incidencias sobre los estratos
medios e inferior (Tabla 1). Donde no se aplicé el pro-
ducto no hubo aparicién de la enfermedad en ninguno
de los estratos. De acuerdo con Kitao et al. (1997b), la
causa de la mancha verde esta asociada a la capacidad
de los iones de Mn y/o Zn para sustituir el Mg de la
molécula de clorofila a nivel celular. Asi forma una clo-
rofila que no puede ser degradada por la accién de la
clorofilasa y no ser convertida en feofitina por la acti-
vidad de los protones H* del jugo celular (al menos al
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pH presente en el tejido celular del tabaco). Kitao et al.
(1997b) plantean el efecto peroxidativo sobre las membranas

delos cloroplastos y todo el sistema membranoso, con lo cual
hace a las células mas permeables incluso a este mismo i6n.

Tabla 1. Efecto de la aplicacion del fungicida mancozeb 80% PH
sobre la aparicion de la mancha verde en los distintos estratos
foliares (12 hojas evaluadas por estrato)

Hojas afectadas por nivel de la planta
Nivel Con aplicacién Sin aplicacién
Nimero Por ciento Numero Por ciento
Inferior 6,50 b 54,16 0 0
Medio 6,00 b 50,00 0 0
Superior 3,50 a 29,16 0 0
ES 0,40

Medias con letras diferentes difieren para Duncan (p <0,05).

Que la mancha verde aparezca indistintamente en cual-
quier zona de las hojas significa que el efecto de la sus-
titucion del Mg por el Mn fue solo donde la concentra-
ci6én alcanzé un valor superior a 5,9 mg de Mn.g™' de

MS de hoja (Tabla 2), y se hacen mas intensas (grados 2
y 3) cuando son mayores las concentraciones de Mn y
Zn. Se observé que el daio aparece cuando la concen-
tracion de Mn se iguala o sobrepasa a la de Mg.

Tabla 2. Concentracion de micronutrientes en zonas de tejido foliar

con mancha verde y sin ella

Grado de afectacién Concentracién del microelemento (mg.g-!)

Mg Mn Zn Cu
Testigo absoluto 6,20 cb 0,066 a 0,135 a 0,173 ¢
No manchada (0) 6,23 cb 0,081 a 0,110 a 0,043 b
Manchado ligero (1) 6,40 ¢ 5,900 b 0,346 b 0,038 a
Manchado medio (2) 5,60 ab 7,650 ¢ 0,369 b 0,036 a
Manchado fuerte (3) 5,40 a 9,310d 0,396 b 0,045 b
ES (+) 0,22 0,08 0,01 0,001

Medias con letras diferentes difieren para Duncan (p < 0,05).

Las hojas tratadas con Mancozeb mantuvieron su co-
lor verde inicial total o parcialmente una vez que fue-
ron hervidas. Esto prueba que la clorofila con Mn no
puede ser convertida en feofitina por acciéon de los
protones H', como sucede con la clorofila magnésica, a
pesar que en el analisis del jugo celular de las hojas de
tabaco el pH estuvo entre 5,04 y 5,08 (acido), lo cual
favorece la transformacién de la clorofila hacia feofitina
por calentamiento, estrés hidrico o peroxidacién de las
membranas. Estas se hacen permeables a los iones H”,
los que pueden migrar de la vacuola al interior del
cloroplasto [Vazquez y Torres, 1995]. Tal es la causa

por lo que la mancha verde perdura en las hojas secas,
aun después del curado. Es comun que los botanicos
apliquen el principio de la sustitucién del Mg de la clo-
rofila en condiciones artificiales, con la utilizacién de
soluciones concentradas de acetato de Zn o Cu en ca-
liente [Pequeno, 1964, pero no se ha reportado que es-
tos iones estén asociados a la sustitucién de micro-
nutrientes en condiciones naturales, y mucho menos
que lo haya hecho el Mn; sin embargo, debido a su mayor
variacion en el naimero de valencias (2+, 3+ y 4+) en
dependencia del pH del medio y la alta concentracién
en el tejido de la hoja (mas de 5 mg.g”' MS), el Mn
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perfectamente puede sustituir al Mg en la clorofila en
condiciones naturales.

2. Estudio del comportamiento varietal con aplicacion
del fungicida mancozeb 80% PH

El comportamiento de las variedades con la aplicacién
de una dosis de 3 k.ha™ fue diferente. La menor afecta-
cién se observé en la variedad Criollo 98, seguida de
Corojo 99, ambas procedentes del cruzamiento entre
las variedades Habana PR y Habana 92, cuyo origen es
el cruce entre Corojo con RxT de Polonia [Espino et al.,
2000]; sin embargo, la Habana 2000 fue la mas afecta-
da (Tabla 3). Esta variedad procede del cruzamiento
entre Corojoy Habana 2.1.1, y esta dltima el resul-
tado del cruce de Corojo con la variedad norteameri-
cana Bell 61-9 [MINAGRI, 2001]. Es posible que
entre las caracteristicas morfolégicas heredadas por
la Habana 2000 se encuentren la presencia de hojas
de laminas foliares mas onduladas y finas, con for-
macion de fosos, y conjuntamente paredes celulares
y cuticulas mas delgadas respecto al resto, factores
que facilitan la permeabilidad a agentes externos
(iones) acumulados en el limbo, junto con los pesti-
cidas en altas concentraciones, durante un prolon-
gado tiempo, y que a su vez esto no suceda de igual
forma en otras variedades.

Tabla 3 Comportamiento de las hojas
encontradas con manchas por cada
variedad de un total de 36 evaluadas

Variedades Nimero de hojas afectadas
Criollo 98 7,25 a
Corojo 99 9,75 b
Habana 2000 16,00 ¢
ES+ 0,45

Las afectaciones en cada variedad se distribuyeron de
diferente forma. Criollo 98 mostré mayor numero de
hojas manchadas en el estrato inferior y menos en el
superior, el cual resulté estadisticamente similar a la
porcién media de la planta. Por su parte, en Corojo 99
el daio se produjo en igual proporcion en los estratos
inferior y medio, y muy bajo en el superior. En Haba-
na 2000 esta afectacion se aprecié en mayor cuantia en
el estrato medio —valor que correspondié al maximo de
afectacion de todas las variedades— seguido del infe-
rior, y también menos afectadas las hojas de la porcion
superior, al igual que en las dos anteriores (Tabla 4). En
estos valores podria estar influyendo la arquitectura
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de la planta de tabaco, lo que pudiera ser motivo de
otra investigacion posterior.

Tabla 4. Namero de hojas manchadas por estrato
en cada variedad evaluada

Nimero de Variedades
hojas/estrato | (iollo 98 | Corojo 99 | Habana 2000
Estrato inferior 3,25b 3,75 b 3,75 a
Estrato medio 2,50 a 4,25 b 10,00 b
Estrato superior 1,50 a 1,75 a 2,25 a
ESt 0,27 0,25 0,45

indice de esclerofilia (IE) para cada variedad y estrato

La variedad Criollo 98 mostré el mayor valor de
esclerofilia, y Habana 2000 el mas bajo. Este ultimo
valor esta vinculado a cuticulas finas y peor estruc-
turadas, células de paredes mas delgadas y bajos valo-
res de esclerofilia. Las condiciones de sombreo creadas,
tanto por el efecto de la tela como por la superposiciéon
de las hojas de los estratos superiores, da lugar a una
alta humedad relativa, y por ende es menor la intensi-
dad de la transpiracién, factores estos que inducen la
formacién de cuticulas y paredes celulares mas delga-
das [Fonseca y Medina, 2002]. Muestran ademas una
baja esclerosis debido a su mayor grado de suculencia
por constituir tejido joven (Tabla 5). Estas caracteris-
ticas dan lugar a la presencia de hojas finas que permi-
ten la permeabilidad a microelementos depositados en
la superficie como Mn y Zn, los que penetran a través
de la membrana hasta el interior de los cloroplastos.

Tabla 5. Comportamiento del indice
de esclerofilia en cada variedad

Variedades indice de escerofilia
Criollo 98 0,74 a
Corojo 99 0,63 b
Habana 2000 0,53 ¢
ES+ 0,01

CONCLUSIONES

* La aplicacién del fungicida mancozeb es la causa de
la mancha verde en la hoja de tabaco al tener como
ingrediente activo el Mn.

¢ La mayor incidencia de la aparicién de la mancha ver-
de es en los estratos inferiores. Los menos afectados
fueron los superiores. El testigo no tuvo afectacion.

* La variedad Habana 2000 resulté ser la mas sus-
ceptible y la de mas bajo indice de esclerofilia, mo-
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tivado en gran medida por sus caracteristicas mor-
fologicas.

* La variedad Criollo 98 fue la mas tolerante y la de
mas alto indice de esclerofilia, por lo que este aspec-
to se relaciona con incidencia de la mancha verde.
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